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一测多评法同时测定华山参中５个成分的含量

张玉茹，张红，孟雪，张瑜，王娣，陈娟

（陕西省中医药研究院，西安 ７１０００３）

摘要　目的：建立一测多评（ＱＡＭＳ）法同时测定华山参中东莨菪碱、山莨菪碱、东莨菪苷、莨菪碱、东莨菪内
酯等成分的含量。方法：采用Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以甲醇－０１％磷酸水溶

液为流动相，梯度洗脱，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为２１０ｎｍ和３４４ｎｍ，柱温３０℃，进样量１０μＬ。以
山莨菪碱为内参物，计算东莨菪碱、东莨菪苷、莨菪碱、东莨菪内酯的相对校正因子，测定其含量，并与外标

法（ＥＳＭ）测定结果进行比较。结果：５个成分在各自范围内线性关系良好（ｒ＝１０００），东莨菪碱、东莨菪
苷、莨菪碱、东莨菪内酯的相对校正因子分别为０９５１８、０５６２６、０８３０４、０４３３９，重复性较好。ＱＡＭＳ法
计算所得１０个产地华山参中东莨菪碱、山莨菪碱、东莨菪苷、莨菪碱、东莨菪内酯的含量与 ＥＳＭ实测值无
显著性差异。结论：该方法准确稳定，重复性好，可用于华山参的质量控制。

关键词：华山参；生物碱；一测多评法（ＱＡＭＳ）；含量测定；相对校正因子（ＲＣＦ）
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ｕｓｅｄｗｉｔｈｍｅｔｈａｎｏｌ－０１％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎａｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｆｏｒｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｗｅｒｅ２１０ｎｍａｎｄ３４４ｎｍ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０°Ｃ，ａｎｄ
ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ，ｓｃｏｐｏｌｉｎ，ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅａｎｄｓｃｏ
ｐｏｌｅｔｉｎａｎｄａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ（ＥＳＭ）Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｆｉｖｅｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓｈａｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｔｈｅｉｒｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｒａｎｇｅｓ（ｒ＝１０００）Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆｓｃｏｐｏｌ
ａｍｉｎｅ，ａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅ，ｓｃｏｐｏｌｉｎ，ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅａｎｄｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎｗｅｒｅ０９５１８，０５６２６，０８３０４ａｎｄ０４３３９，
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ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｉｔｈｇｏｏｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ，ａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅ，ｓｃｏｐｏｌｉｎ，ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅａｎｄｓｃｏ
ｐｏｌｅｔｉｎｉｎＰｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒｉｓｆｒｏｍ１０ｈａｂｉｔａｔｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙＱＡＭＳｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｏｓｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＳＭＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓａｃｃｕｒａｔｅ，ｓｔａｂｌｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌ
ｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＰｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰｈｙｓｏｃｈｌａｉｎａｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒｉｓＫｕａｎｇ；ａｌｋａｌｏｉｄ；ｍｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂｙｓｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒ（ＱＡＭＳ）；ｃｏｎｔｅｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ（ＲＣＦ）

　　华山参为茄科泡囊草属植物漏斗泡囊草 Ｐｈｙｓ
ｏｃｈｌａｉｎａｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒｉｓＫｕａｎｇ的干燥根，始载于清代
赵学敏所著的《本草纲目拾遗》，又名华山人参、热

参、秦参、白毛参、醉汉草等，生于山坡、沟谷或草地，

主要分布于陕西、河南、山西，已被列为国家二级保

护植物［１－２］。具有温肺祛痰、止咳平喘、安神镇惊的

功效，用于寒痰喘咳、惊悸失眠［３－４］。２０２０年版《中
华人民共和国药典》分别采用紫外 －可见分光光度
法和ＨＰＬＣ法测定华山参中莨菪碱和东莨菪内酯的
含量，但紫外 －可见分光光度法操作复杂，准确性和
重现性较差［４－５］。同时，在多种茄科植物如颠茄草、

宁夏枸杞及其他科属如光叶丁公藤等植物中均含有

东莨菪内酯［６－８］，其专属性不足。因此，还需要借助

其他分析技术和方法对华山参进行全面的质量

控制。

一测多评（ｍｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂｙｓｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒ，
ＱＡＭＳ）是近年来应用较广泛的一种中药质量控制方
法，它是通过建立内参物与待测成分之间的相对校

正因子（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ，ＲＣＦ），在仅测定１
个成分（内参物）的基础上实现对多种成分的同步检

测的方法［９－１０］，可弥补中药多指标评价模式中存在

的对照品数量众多，价格昂贵等不足［１１－１３］。目前，

尚未见关于华山参一测多评法的研究报道，且在华

山参质量控制方面还存在定量指标成分较少等问

题。因此，本文以山莨菪碱为内参物，建立一测多评

法同时测定东莨菪碱、东莨菪苷、莨菪碱、东莨菪内

酯和山莨菪碱５个成分的含量，并与外标法测定的
结果进行比较，证明ＱＡＭＳ法的可行性，减少了对照
品的使用数量，降低了检测成本，为华山参的全面质

量控制提供了新思路。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（安捷伦公
司）；ＳＨＩＭＡＤＺＵ２０１０Ａ－ＨＴ型高效液相色谱仪

（岛津公司）；ＫＱ５２００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆
山市超声仪器有限公司）；ＤＦＴ－２００Ａ型手提式高
速粉碎机（温岭市林大机械有限公司）；ＢＴ２５Ｓ型电
子分析天平（ｄ＝００１ｍｇ），ＢＳ２１０Ｓ型电子分析天
平（ｄ＝０１ｍｇ）（北京赛多利斯天平有限公司）。
１２　试药

１０批不同产地华山参样品来源信息见表１，经
陕西省中医药研究院张红研究员鉴定均为茄科泡囊

草属植物漏斗泡囊草 Ｐｈｙｓｏｃｈｌａｉｎａｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒｉｓ
Ｋｕａｎｇ的干燥根。对照品氢溴酸东莨菪碱（批号
ＣＨＢ２１０１２５）、氢溴酸山莨菪碱（批号 ＣＨＢ２１０１１８）、
东莨菪内酯（批号ＣＨＢ２０１２０２）均购自成都克洛玛生
物科技有限公司，纯度均≥９８％。东莨菪苷（批号
ＰＳ０１０５１８，纯度≥９８％）购自成都普思生物科技股份
有限公司、莨菪碱（批号 Ｃ１２９４６８４２，纯度≥９８％）购
自上海麦克林生化科技有限公司。甲醇、乙腈为色

谱纯（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），水为超纯水，磷
酸为分析纯。

２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　对照品溶液　分别精密称取对照品氢溴酸
东莨菪碱、氢溴酸山莨菪碱、东莨菪苷、莨菪碱、东莨

菪内酯适量，用１０％甲醇水溶解并定容，制成质量浓
度分别为０４１、０４３、０３３、０３４、０２４ｍｇ·ｍＬ－１的
对照品储备液；精密吸取上述对照品储备液适量置

于同一１０ｍＬ量瓶中，加 １０％甲醇稀释并定容，摇
匀，得质量浓度分别为４１、４３、３３、３４、２４μｇ·ｍＬ－１的
混合对照品溶液。

２１２　供试品溶液　取华山参药材粉末（过三号
筛）约１０ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
４０％甲醇水２５ｍＬ，密塞，称量，放置１ｈ，超声（功率
３００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）处理１ｈ，放冷，再称量，用４０％
甲醇水补足减失的量，摇匀，滤过，取续滤液过

０４５μｍ微孔滤膜，即得。



·１６０６　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

）　　 　　 　

表１　华山参样品信息
Ｔａｂ．１　ＳａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＰｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒｉｓ

编号

（Ｎｏ．）

产地

（ｈａｂｉｔａｔ）

批号

（ｌｏｔＮｏ．）

Ｓ１ 河南省洛阳市宜阳县上观乡露宝寨山（ＬｕｂａｏｚｈａｉＭｏｕｎｔａｉｎ，ＳｈａｎｇｇｕａｎＴｏｗｎｓｈｉｐ，ＹｉｙａｎｇＣｏｕｎｔｙ，ＬｕｏｙａｎｇＣｉｔｙ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０４０６

Ｓ２ 河南省洛阳市新安县青要山（ＱｉｎｇｙａｏＭｏｕｎｔａｉｎ，Ｘｉｎ’ａｎＣｏｕｎｔｙ，ＬｕｏｙａｎｇＣｉｔｙ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０３１７

Ｓ３ 河南省三门峡市渑池县仁村乡五凤山（ＷｕｆｅｎｇＭｏｕｎｔａｉｎ，ＲｅｎｃｕｎＴｏｗｎｓｈｉｐ，ＭｉａｎｃｈｉＣｏｕｎｔｙ，ＳａｎｍｅｎｘｉａＣｉｔｙ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０５１１

Ｓ４ 河南省洛阳市嵩县木札岭（Ｍｕｚｈａｌｉｎｇ，ＳｏｎｇＣｏｕｎｔｙ，Ｌｕｏｙａｎｇｃｉｔｙ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０４２３

Ｓ５ 河南省三门峡市渑池县仰韶大峡谷（ＹａｎｇｓｈａｏＧｒａｎｄＣａｎｙｏｎ，ＭｉａｎｃｈｉＣｏｕｎｔｙ，ＳａｎｍｅｎｘｉａＣｉｔｙ，Ｈｅｎａｎｐｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０３２５

Ｓ６ 陕西省渭南市华阴市（Ｈｕａｙｉｎ，ＷｅｉｎａｎＣｉｔｙ，ＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０４２８

Ｓ７ 河南省洛阳市新安县黛眉山（ＤａｉｍｅｉＭｏｕｎｔａｉｎ，Ｘｉｎ’ａｎＣｏｕｎｔｙ，ＬｕｏｙａｎｇＣｉｔｙ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０２１３

Ｓ８ 陕西省渭南市华阴市（Ｈｕａｙｉｎ，ＷｅｉｎａｎＣｉｔｙ，ＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０４０８

Ｓ９ 河南省洛阳市嵩县车村镇（ＣｈｅｃｕｎＴｏｗｎ，ＳｏｎｇＣｏｕｎｔｙ，ＬｕｏｙａｎｇＣｉｔｙ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０４２７

Ｓ１０ 河南省舞钢市尹集镇（ＹｉｎｊｉＴｏｗｎ，ＷｕｇａｎｇＣｉｔｙ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ） ２０２２０３１６

２２　色谱条件
采用Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）

色谱柱，以甲醇为流动相Ａ，０１％磷酸溶液为流动相
Ｂ，洗脱梯度（０～５ｍｉｎ，１０％Ａ～１３％Ａ；５～１０ｍｉｎ，１３％
Ａ～１８％Ａ；１０～３３ｍｉｎ，１８％Ａ～２６％Ａ；３３～４０ｍｉｎ，

２６％Ａ～４０％Ａ；４０～４５ｍｉｎ，４０％Ａ～１０％Ａ），柱温
３０℃，进样量１０μＬ，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，东莨菪碱、
山莨菪碱、莨菪碱检测波长为２１０ｎｍ，东莨菪苷、东莨
菪内酯检测波长为３４４ｎｍ。在本色谱条件下，华山参中
５个成分峰与相邻峰的分离度均＞１５，色谱图见图１。
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１．东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ）　２．山莨菪碱（ａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅ）　３．莨菪碱（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ）　４．东莨菪苷（ｓｃｏｐｏｌｉｎ）５．东莨菪内酯（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ）

图１　混合对照品（Ａ）及华山参样品（Ｂ）的高效液相色谱图

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔａｎｄａｒｄｓ（Ａ）ａｎｄＰｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒｉｓｓａｍｐｌｅ（Ｂ）

２３　ＱＡＭＳ方法学考察
２３１　线性范围　精密吸取混合对照品溶液适量，
用１０％甲醇依次倍比稀释，制成一系列不同浓度的
对照品溶液，将对照品溶液按“２２”项下色谱条件进
行测定。以峰面积 Ｙ为纵坐标，质量浓度（Ｘ，μｇ·
ｍＬ－１）为横坐标，绘制标准曲线，计算回归方程和线
性范围（见表 ２），各成分在各自范围内线性关

系良好。

２３２　精密度　精密吸取“２１１”项下的混合对照
品溶液，按照“２２”项下色谱条件连续进样测定 ６
次，记录各个成分的峰面积，并计算 ＲＳＤ。结果表
明，东莨菪碱、山莨菪碱、东莨菪苷、莨菪碱、东莨菪

内酯 峰 面 积 的 ＲＳＤ 分 别 为 ００９０％、０２２％、
００７０％、０１９％、０１１％，表明仪器精密度良好。



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·１６０７　 ·
　

表２　各成分线性关系
Ｔａｂ．２　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

成分（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　　　 回归方程（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）　　 线性范围（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１） ｒ

东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ） Ｙ＝８９３１Ｘ－２８３０ １２８１～４１０００ １０００

山莨菪碱（ａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅ） Ｙ＝８５１２Ｘ－３２５１ １３４４～４３０００ １０００

东莨菪苷（ｓｃｏｐｏｌｉｎ） Ｙ＝１４９８Ｘ＋３９７４ １０３１～３３０００ １０００

莨菪碱（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ） Ｙ＝１０３２Ｘ－５９２３ １０６３～３４０００ １０００

东莨菪内酯（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ） Ｙ＝１９２５Ｘ＋８５７５ ７５０～２４０００ １０００

２３３　重复性　精密称取６份Ｓ７号样品的粉末，按
“２１２”项下方法制备供试品溶液，进样测定，测得东
莨菪碱、山莨菪碱、东莨菪苷、莨菪碱、东莨菪内酯的平

均含量（ｎ＝６）分别为１０６、３１１、０９９、２６７、０１９ｍｇ
·ｇ－１，ＲＳＤ分别为２５％、３３％、１２％、２５％、２２％，
表明该方法重复性良好。

２３４　稳定性　精密吸取同一份供试品溶液（样品
编号Ｓ７），按照“２２”项下色谱条件分别于０、２、４、６、
８、１２、２４ｈ进样测定，记录各个成分的峰面积，并计
算ＲＳＤ。结果显示，东莨菪碱、山莨菪碱、东莨菪苷、

莨菪碱、东莨菪内酯峰面积的 ＲＳＤ分别为 ２６％、
１３％、２０％、２０％、０９８％，表明供试品溶液在２４ｈ
内稳定性良好。

２３５　加样回收率　精密称取各成分含量已知的
同一批样品（样品编号 Ｓ７）０５ｇ，共６份，以１∶１的
比例加入适量对照品溶液，按“２１２”项下方法制备
供试品溶液，并按照“２２”项下色谱条件进样测定，
计算各成分的加样回收率及 ＲＳＤ。结果显示，各个
成分的平均回收率在９０２％～１０５８％，ＲＳＤ均小于
３０％，表明该方法准确性良好。结果见表３。

表３　加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ

成分　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　

称量

（ｍａｓｓ）／ｇ

样品量

（ａｍｏｕｎｔ）／ｍｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｍｇ

测得量

（ｄｅｔｅｃｔｅｄ）／ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ） ０５０７５ ０６８０１ ０６７０２ １３７８４ １０４２ １０３８ ０９９

０５０２８ ０６７３８ ０６７０２ １３６３９ １０３０

０５０１２ ０６７１６ ０６７０２ １３７７８ １０５４

０５０２３ ０６７３１ ０６７０２ １３６０３ １０２５

０５０２７ ０６７３６ ０６７０２ １３７２７ １０４３

０５０２５ ０６７３４ ０６７０２ １３６６０ １０３３

山莨菪碱（ａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅ） ０５０７５ １９９４５ １９９５６ ４０２６６ １０１８ ９９４ ２５

０５０２８ １９７６０ １９９５６ ３９８８２ １００８

０５０１２ １９６９７ １９９５６ ３９１０８ ９７３

０５０２３ １９７４０ １９９５６ ３９１８６ ９７４

０５０２７ １９７５６ １９９５６ ３９０５３ ９６７

０５０２５ １９７４８ １９９５６ ４０１２２ １０２１

东莨菪苷（ｓｃｏｐｏｌｉｎ） ０５０７５ ０５０２４ ０４９８２ ０９８８５ ９７６ １００３ １６

０５０２８ ０４９７８ ０４９８２ ０９９２３ ９９２

０５０１２ ０４９６２ ０４９８２ ０９９８９ １００９

０５０２３ ０４９７３ ０４９８２ １００２０ １０１３

０５０２７ ０４９７７ ０４９８２ １００３５ １０１５

０５０２５ ０４９７５ ０４９８２ １００２７ １０１４

莨菪碱（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ） ０５０７５ １３５５０ １３６７９ ２８５８３ １０９９ １０５８ ２２

０５０２８ １３４２５ １３６７９ ２７９７１ １０６３

０５０１２ １３３８２ １３６７９ ２７９３１ １０６４
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表３（续）

成分　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　

称量

（ｍａｓｓ）／ｇ

样品量

（ａｍｏｕｎｔ）／ｍｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｍｇ

测得量

（ｄｅｔｅｃｔｅｄ）／ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

０５０７５ ０６８０１ ０６７０２ １３７８４ １０４２ １０３８ ０９９

０５０２３ １３４１１ １３６７９ ２７８３１ １０５４

０５０２７ １３４２２ １３６７９ ２７６１８ １０３８

０５０２５ １３４１７ １３６７９ ２７５４３ １０３３

东莨菪内酯（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ） ０５０７５ ００９６４ ００８０１ ０１６８８ ９０３ ９０２ １１

０５０２８ ００９５５ ００８０１ ０１６８０ ９０５

０５０１２ ００９５２ ００８０１ ０１６７９ ９０７

０５０２３ ００９５４ ００８０１ ０１６６３ ８８５

０５０２７ ００９５５ ００８０１ ０１６７６ ９００

０５０２５ ００９５５ ００８０１ ０１６８７ ９１４

２４　ＲＣＦ
本试验采用多点校正法计算 ＲＣＦ。精密吸取

“２３１”项下不同浓度的混合对照品溶液，按照“２２”
项下色谱条件进样，记录各个成分的峰面积，以山莨菪

碱为内参物，按照公式［１４－１５］ｆｓ／ｉ＝ｆｓ／ｆｉ＝（Ａｓ／Ｃｓ）／（Ａｉ／
Ｃｉ）＝（ＡｓＣｉ）／（ＡｉＣｓ）（式中ｆｓ／ｉ、ｆｓ、ｆｉ分别为内参物与待

测成分的ＲＣＦ、内参物及待测成分的绝对校正因子，Ａｓ
表示内参物峰面积，Ｃｓ表示内参物的浓度，Ａｉ表示待测
成分峰面积，Ｃｉ表示待测成分的浓度），分别计算各个
成分的相对校正因子（ｆｓ／ｉ）及其ＲＳＤ，结果以“均值±
标准偏差”表示，见表４。待测成分与内参物 ＲＣＦ的
ＲＳＤ均小于２０％，表明均值可作为定量用ＲＣＦ。

表４　以山莨菪碱为内参物的ＲＣＦ
Ｔａｂ．４　ＲＣＦｓｗｉｔｈａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅａｓｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

稀释倍数

（ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅ）

ＲＣＦ

东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ） 东莨菪苷（ｓｃｏｐｏｌｉｎ） 莨菪碱（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ） 东莨菪内酯（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ）

０ ０９５３１ ０５６８５ ０８２５７ ０４４１８

２ ０９５１９ ０５６０２ ０８２４２ ０４３７２

４ ０９５４６ ０５６５１ ０８３１８ ０４３５１

８ ０９５１２ ０５６２４ ０８３０９ ０４３２２

１６ ０９５０９ ０５６１５ ０８３４６ ０４３１３

３２ ０９４８９ ０５５８１ ０８３５２ ０４２５６

平均值（ｍｅａｎ） ０９５１８ ０５６２６ ０８３０４ ０４３３９

ＲＳＤ／％ ０２１ ０６６ ０５５ １３

２５　ＲＣＦ重现性考察
２５１　不同仪器、色谱柱对ＲＣＦ的影响　精密量取
“２１１”项下的混合对照品溶液适量，按“２２”项下
色谱条件进样测定，考察 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型、岛津 ＳＨＩ
ＭＡＤＺＵ２０１０Ａ－ＨＴ型高效液相色谱仪及 Ａｇｉｌｅｎｔ５
ＴＣ－Ｃ１８、ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ色谱柱对 ＲＣＦ的影
响，结果见表 ５。测得各成分 ＲＣＦ的 ＲＳＤ均小于
２００％，说明不同色谱柱和不同仪器对所测成分的
ＲＣＦ无显著影响。

２５２　不同柱温对 ＲＣＦ的影响　精密量取
“２１１”项下的混合对照品溶液适量，采用 Ａｇｉ
ｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８色
谱柱，分别考察各待测成分在不同柱温（３０、３５、
４０℃）下的 ＲＣＦ，并计算 ＲＳＤ，结果见表 ６。测得
各成分 ＲＣＦ的 ＲＳＤ均小于 １０％，表明柱温对各
成分 ＲＣＦ无显著影响。
２５３　不同流速对ＲＣＦ的影响　精密量取“２１１”
项下的混合对照品溶液适量，按“２２”项下色谱条件
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　　　　 表５　不同仪器、色谱柱对相对校正因子的影响
Ｔａｂ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄｃｏｌｕｍｎｓｏｎＲＣＦｓ

仪器　

（ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）　

色谱柱

（ｃｏｌｕｍｎ）

ＲＣＦ

东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ） 东莨菪苷（ｓｃｏｐｏｌｉｎ） 莨菪碱（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ） 东莨菪内酯（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ）

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８ ０９５１８ ０５６２６ ０８３０４ ０４３３９

ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ ０９５１３ ０５５７７ ０８１１１ ０４３０１

ＳＨＩＭＡＤＺＵ２０１０Ａ－ＨＴ Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８ ０９４１２ ０５６９４ ０８１７６ ０４４８１

ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ ０９５５９ ０５８１８ ０８０７８ ０４３６２

平均值（ｍｅａｎ） ０９５０１ ０５６７９ ０８１６７ ０４３７１

ＲＳＤ／％ ０６６ １８４ １２２ １７７

表６　不同柱温对ＲＣＦ的影响
Ｔａｂ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎＲＣＦｓ

柱温

（ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃

ＲＣＦ

东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ） 东莨菪苷（ｓｃｏｐｏｌｉｎ） 莨菪碱（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ） 东莨菪内酯（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ）

３０ ０９５１８ ０５６２６ ０８３０４ ０４３３９

３５ ０９４６８ ０５５６６ ０８２７９ ０４２８３

４０ ０９３７８ ０５５５７ ０８２１６ ０４２８６

平均值（ｍｅａｎ） ０９４５５ ０５５８３ ０８２６７ ０４３０３

ＲＳＤ／％ ０７５ ０６８ ０５５ ０７３

进样测定，分别考察各待测成分在不同流速（０８、
１０、１２ｍＬ·ｍｉｎ－１）时的相对校正因子，并计算

ＲＳＤ，结果见表 ７。各成分 ＲＣＦｓ的 ＲＳＤ均小于
３０％，表明流速对各成分ＲＣＦ无显著影响。

表７　不同流速对ＲＣＦ的影响
Ｔａｂ．７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｏｗｒａｔｅｓｏｎＲＣＦｓ

流速

（ｆｌｏｗｒａｔｅ）／（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

ＲＣＦ

东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ） 东莨菪苷（ｓｃｏｐｏｌｉｎ） 莨菪碱（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ） 东莨菪内酯（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ）

０８ ０９８１０ ０５８４７ ０８５２５ ０４５８３

１０ ０９５１８ ０５６２６ ０８３０４ ０４３３９

１２ ０９４４７ ０５６５９ ０８２５７ ０４３９１

平均值（ｍｅａｎ） ０９５９２ ０５７１１ ０８３６２ ０４４３８

ＲＳＤ／％ ２０１ ２１ １７ ２９

２６　待测成分色谱峰定位
中药多成分含量测定的ＱＡＭＳ，前提是一定要准

确定位待测成分色谱峰，本文采用相对保留值

（Ｒｓ／ｉ＝ｔＲ（ｓ）／ｔＲ（ｉ））法对待测化合物色谱峰进行定
位［１６－１７］。通过测定参照物保留时间 ｔＲ（ｓ），结合已知
的待测成分相对保留时间Ｒｓ／ｉ，可求出待测成分的保
留时间ｔＲ（ｉ），实现对待测成分的准确定位。以山莨菪
碱为参照物，精密吸取混合对照品溶液适量，按照

“２２”项下色谱条件进样测定，考察在不同仪器和色

谱柱下测得待测成分峰的相对保留时间，结果见表８。
表明相对保留时间法在不同仪器、色谱柱下稳定性良

好（ＲＳＤ＜５０％），可用于待测成分色谱峰的定位。
２７　样品含量测定

分别取１０批华山参药材，按“２１２”项下方法
制备供试品溶液，进样测定，每份测定３次，分别采
用ＥＳＭ和 ＱＡＭＳ法计算含量并根据 ＲＳＤ比较待测
成分的含量差异。根据分子式计算，氢溴酸山莨菪

碱折算成山莨菪碱系数为０７９０６，氢溴酸东莨菪碱
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　　　　 表８　不同仪器、色谱柱条件下的相对保留时间（ＲＲＴ）
Ｔａｂ．８　Ｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

仪器　

（ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）　

色谱柱

（ｃｏｌｕｍｎ）

ＲＲＴ

东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ） 东莨菪苷（ｓｃｏｐｏｌｉｎ） 莨菪碱（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ） 东莨菪内酯（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ）

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８ １２０４６ ０８４８０ ０７３０３ ０４７２８

ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ １２１１４ ０９０４２ ０７３１０ ０４７１６

ＳＨＩＭＡＤＺＵ２０１０Ａ－ＨＴ Ａｇｉｌｅｎｔ５ＴＣ－Ｃ１８ １１９５５ ０８３２５ ０７３６１ ０４６１９

ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－Ａ １１９９９ ０８７３４ ０７４２７ ０４７７５

平均值（ｍｅａｎ） １２０２９ ０８６４５ ０７３５０ ０４７０９

ＲＳＤ／％ ０５６ ３６ ０７８ １４

折算成东莨菪碱系数为０７８９４，待测成分质量浓度
计算公式［１８－１９］为Ｃｉ＝ｆｓ／ｉＡｉＣｓ／Ａｓ，结果见表９。ＲＳＤ
及配对ｔ检验结果显示，２种方法计算的含量测定结
果之间的差异无统计学意义，说明本试验所建立的

ＱＡＭＳ法准确、可行，可在只有山莨菪碱１个对照品
的情况下，同时测定华山参中这 ５个成分的含量。
此外，不同批次之间的待测成分含量的 ＲＳＤ为
３４５％～４７６％，存在一定的差异，可能与原药材的
产地、采收等因素有关，故建立多指标成分评价模式

有助于确保华山参质量的稳定。

３　讨论
３１　一测多评指标性成分的选择

本研究选择了活性明确，含量较高的代表成分

作为华山参质量控制的指标性成分进行一测多评法

的含量测定，主要包括东莨菪碱、山莨菪碱、东莨菪

苷、莨菪碱和东莨菪内酯。其中，莨菪碱、山莨菪碱

等莨菪烷类生物碱具有抑制中枢和抗胆碱作用［２０］，

莨菪碱、山莨菪碱、东莨菪碱等还可以扩张支气管，

治疗咳嗽、支气管哮喘等疾病［２１］，东莨菪内酯、东莨

菪苷等香豆素类成分具有抗炎镇痛、利尿平喘的药

理作用［３］，上述成分均为华山参的重要活性成分。

因此，所选指标成分均具有与华山参中医理论、药理

作用和功能主治相符的药理特性。

３２　内参物的选择
内参物不仅要有明确的治疗效果和稳定的化学

性质，而且需易获得，价格低廉［２２－２３］。山莨菪碱是

华山参的主要有效成分之一，含量较高，化学性质稳

定，保留时间适中，对照品价廉易得，并且色谱峰附

近的干扰峰也较少，故选择其作为内参物。

３３　提取条件的选择
本研究分别采用了 ４０％甲醇水、６０％甲醇水、

８０％甲醇水溶液、甲醇和水为提取溶剂，对同一批华
山参药材进行提取，结果显示，４０％甲醇水作为提取
溶剂时出峰的个数及峰面积大小均最多，故最终选

用４０％甲醇水作为提取溶剂。
本研究比较了不同的超声提取时间对华山参中

莨菪碱、东莨菪内酯等成分提取率的影响：超声提取

０５ｈ；超声提取１ｈ；放置１ｈ后超声提取１ｈ。结果
放置１ｈ后，超声处理１ｈ的方法能较充分地将上述
５种成分提取出来，因此，选择该方法制备供试品
溶液。

３４　流动相的选择
本研究考察了甲醇 －００５％磷酸水溶液、甲

醇－０１％磷酸水溶液、甲醇 －０３％磷酸水溶液、乙
腈－０３％磷酸水溶液流动相组成，以测定的华山参
中各成分的分离效果作为指标，结果发现以甲醇 －
０１％磷酸水溶液洗脱时得到的色谱峰分离效果、塔
板数和对称性等方面均较佳，且基线平稳，出峰时间

亦较理想，因此，最终采用甲醇 －０１％磷酸水溶液
为色谱流动相进行梯度洗脱。

４　结论
本研究建立了一测多评法同时测定华山参中东

莨菪碱、山莨菪碱、东莨菪苷、莨菪碱、东莨菪内酯的

含量，通过相对校正因子耐用性的考察、待测目标成

分色谱峰的准确定位以及ＥＳＭ与ＱＡＭＳ法计算结果
的对比，确定本文所采用的方法结果准确、可行，重

复性好，可用于华山参的多成分定量分析，为华山参

药材质量标准的建立和全面质量控制提供新的方法

和思路。但不足之处在于并未将定量的５个成分与
华山参的临床疗效相关联，后续可开展相关研究，以

明确指标成分与疗效之间的关系，为华山参及其制

剂的合理用药提供保障。
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表９　华山参中５个成分含量测定结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．９　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＰｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒｉｓ

编号

（Ｎｏ．）
方法（ｍｅｔｈｏｄ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｇ－１）

山莨菪碱

（ａｎｉｓｏｄａｍｉｎｅ）
东莨菪碱

（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ）
东莨菪苷

（ｓｃｏｐｏｌｉｎ）
莨菪碱

（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ）
东莨菪内酯

（ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ）

Ｐ

Ｓ１ ＥＳＭ ２３２２２ １９２８７ ０９４０５ １８５１１ ０１６１３ ０９８０

ＱＡＭＳ － １９２３４ ０９１７９ １８５３５ ０１５７４

ＲＳＤ／％ － ０５０ １８１ ０８２ １４７

Ｓ２ ＥＳＭ １６６９３ １８７４９ ０６３６９ １１４００ ０３９４１ ０９８２

ＱＡＭＳ － １８６９７ ０６２１６ １１４１５ ０３８４５

ＲＳＤ／％ － ０１８ １３３ ０１３ ２９５

Ｓ３ ＥＳＭ １２５３２ １３７６０ ０４０３４ １２３０１ ０１３７４ ０９７６
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